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研究成果の概要（和文）：我々はヘテロクロマチン領域の伸長が停止するメカニズムを分子レベ
ルで明らかにすることを目的に解析を行った。新規スクリーニングにより分離した遺伝子の解
析から、ヘテロクロマチンとプロテアソームの関与を示唆する実験結果を得た。また、新規ヒ
ストン結合タンパク質を同定し、生体内での機能領域も明らかにした。今後、これらの遺伝子
を更に解析することにより、従来報告されていない新たな視点からヘテロクロマチン領域の機
能解明が期待できる。 
 
研究成果の概要（英文）： We analyzed the boundary which the extension of the 
heterochromatin domain stopped. Our result suggested that heterochromatin and 
proteasome had genetic interaction. In addition, we identified a novel histone binding 
protein and clarified the function domain in the living cell. I expect the function elucidation 
of the heterochromatin domain from the new viewpoint that is not reported conventionally 
in future by analyzing these genes more. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヘテロクロマチン領域は無限に広がって
いるわけでは無く、ある領域を境に伸長は停
止している。我々は他の研究者とは視点を変
え、ヘテロクロマチン領域はどのようなタン
パク質が関与し、調節・制御され伸張が停止
しているのか、この境界形成機構を分子レベ
ルで明らかにすることが将来的にはヘテロ
クロマチン領域形成機構を明らかにする上
で重要であると考え研究をスタートさせた。
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我々は既に出芽酵母の遺伝子数の尐なさを
利用し、全遺伝子の中から境界形成に関わる
タンパク質を分離する新規スクリーニング
法を開発し、５５個の境界形成因子を分離し
ており、本プロジェクトではではこのスクリ
ーニングで得られた遺伝子のうち、特に種を
越えて保存されているが機能の知られてい
ない遺伝子に注目して解析を進めて行った。
また、我々は既に酵母生体内における境界領
域を決定しており、同様の方法を用いること
により本プロジェクトで解析を行う未知遺
伝子が実際の生体内における境界領域にど
のように関わっているかを明らかに出来る
と考えた。 
 染色体上における境界形成機構に関して
は、発生・分化の分野で数多く研究されてお
り、発生段階により特定の領域を境に転写の 
ON と OFF が入れ替わり、ヒストンの修飾
状態が変わるという報告がされていた。しか
し、我々のスクリーニングでもヒストン修飾
酵素、クロマチンリモデリング因子等が多数
分離されたことからも分かるように、現在解
析されているのは結果として起こっている
現象であり、最初にどのようなタンパク質が
関与し、調節・制御されているかに関しては
ほとんど明らかにされていなかった。我々は
全遺伝子１つ１つを解析したため、高次クロ
マチン構造形成機構との関与を現段階では
予測出来ない遺伝子を多数分離した。これら
の遺伝子を解析することにより、結果ではな
いその前段階のヘテロクロマチン領域調節
機構が明らかに出来ると考え研究をスター
トさせた。 
 
２．研究の目的 
本研究ではクロマチン構造研究において
優れたモデル生物である出芽酵母を用い、ヘ
テロクマチン領域伸長停止メカニズムを分
子レベルで明らかにすることを目的とした。
最初に、スクリーニングで得られた機能未知
遺伝子に注目し解析を行った。次に、生体内
におけるヘテロクロマチン境界領域形成に、
スクリーニングにより分離された因子が関
与しているのか、あるいは場所により使い分
けされているのか、それぞれの境界領域に特
異性があるか解析した。これらの結果をもと
に、細胞周期との関与、更にスクリーニング
法に改良を加え、ヘテロクロマチン領域形成
と境界領域形成のタイミング等、生体内にお
けるヘテロクロマチン領域伸長停止のメカ
ニズムをより詳細に解析し、得られた結果を
統合し、分子レベルでのメカニズムの解明を
目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）スクリーニングにより分離された未知
タンパク質 Gic1 と Ycr076c の解析 
 (a) 未知タンパク質と GFP の融合タンパ
ク質を作成し、細胞内局在を観察した。 
(b) 大腸菌内で発現させ、それぞれのタンパ
ク質を精製し、抗体を作成した。 
(c) Two-hybrid 法を行い、結合するタンパク
質を解析した。 
(d) 未知タンパク質と特異的に相互作用する
因子について、生化学的手法と LC-MS/MS 
を組み合わせ、その同定を試みた。  
（２）スクリーニングにより分離された未知
タンパク質 Gic1、 Ycr076c と生体内におけ
る境界形成機構との関与 
未知遺伝子破壊株を作成し、生体内における
境界領域が失われるかを抗 Sir3p 抗体を用
いたクロマチン免疫沈降法 (ChIP 法) によ
り解析した。 
（３）ヘテロクロマチン構造の確立及び境界
領域確立のメカニズムの解明 
境界形成に関与するタンパク質を分離した
スクリーニング法を更に改良し、ヘテロクロ
マチン領域確立後に境界が形成されるか、確
立前に境界が形成されるかを解析した。解析
にはガラクトース添加後に境界形成に関わ
るタンパク質及び、ヘテロクロマチン構造形
成に必須なタンパク質が誘導出来るシステ
ムを利用した。 
（４）スクリーニングにより分離された未知
タンパク質の染色体上における局在の解析                                                            
生体内における境界領域に未知タンパク質
が存在するかをクロマチン免疫沈降法 
(ChIP 法) により解析した。 
 
４．研究成果 
（１）スクリーニングにより分離された未知
タンパク質 Gic1 と Ycr076c の解析 
 (a) 未知タンパク質と GFP の融合タンパ
ク質を作成し、細胞内局在を観察した。細胞
内タンパク質量は尐なく明確な局在は確認
出来なかったが、核と細胞質両方に存在する
ことが示唆された。 
(b) 大腸菌内で発現させ、それぞれのタンパ
ク質を精製し、抗体を作成した。今回作成し
た抗体は、特異性が低く、現段階では実験に
使用することが出来なかった。 
(c) Two-hybrid 法を行い、結合するタンパク
質を解析した。Gic1 がヒストンと特異的に
結合することが示唆された。しかし、結合
力が弱いため今後更なるアプローチが必要
であると考えている。 
(d) 未知タンパク質と特異的に相互作用する
因子について、生化学的手法と LC-MS/MS 
を組み合わせ、その同定を試みた。Ycr076c  
はタンパク質分解系に関与するプロテアソ
ーム複合体のうち 20S 複合体の構成因子で
ある Pre4、Pre5、Pre6、Pre7、Pre8、Pre9 
と結合することが明らかとなった（図１）。
Gic1 に特異的に結合するタンパク質は 
  
LC/MS/MS では同定出来なかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：Ycr076c と特異的に結合するタン 
 パク質を確認した際の銀染色の結果 
lane1：サイズマーカー、lane2:コントロー
ルの野生株、lane3: Flag-Ycr076C を挿入
した酵母株 
 
（２）スクリーニングにより分離された未知
タンパク質 Gic1、 Ycr076c と生体内におけ
る境界形成機構との関与 
遺伝子破壊用プラスミドを作成し、相同組換
え技術を用い、YCR076C、YHR061C 遺伝
子を破壊した。破壊株を用い、生体内におけ
る境界領域が失われるかを抗 Sir3p 抗体を
用いたクロマチン免疫沈降法 (ChIP)により
確認した。これらの遺伝子が生体内で境界形
成機構に直接関与していれば、野生株におい
て決定した境界は失われ、 Sir3p タンパク
質が更に伸長する。HMR 領域左側境界領域
に関して解析を行った結果、GIC1 破壊株で
は Sir3 タンパク質の伸長が見られ、HMR 
左側境界領域の形成に直接関与することが
示唆された（図２）。この領域では YCR076C 
は直接関与しなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２：GIC1 の生体内での境界形成機能領域 
                         （***p < 0.001） 
 
（３）ヘテロクロマチン構造の確立及び境界
領域確立のメカニズムの解明 
研究方法に述べた新たな解析方法により境
界はヘテロクロマチン領域確立後にも形成
出来ることが明らかとなった。 
（４）スクリーニングにより分離された未知
タンパク質の染色体上における局在の解析 
抗 Sir3p 抗体を用いたクロマチン免疫沈降
法 (ChIP)により解析を行ったが現在のとこ
ろ優位な結果は得られていない。 
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